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Takeda Chemical Industries, Ltd., 

27, Doshomachi 2-chome, Higashi-ku, Osaka (Japan), 
Nonapeptidamidderivate und Verfahren zu ihrer Herstellung 



Die Erfindung betrifft neue Nonapeptidamidderivate mit 
starker ovulationsf drdernder Wirkungo Die neuen Nona- 
peptidamidderivate haben die allgemeine. Formel 

H-(Pyr)Glu-His-Trp-Ser-A 1 -Gly-A 2 «Arg»Pro-Y (I) 

in der flir Tyx$ : oder Phe, A 2 fur Leu, ILe , NLe, Val, 
NVal, Met oder Phe, Y fur NHR, worin R ein gegebenen- 
falls mit einer Hydroxylgr uppe s ubs tituierter gerad- 
kettiger oder vferzweigter Alkylreslf mit 1 bis 3 C-Atomen 
ist, oder fur eine Pyrrolidinogruppe stehto 
/■" 

Die Erfin/lung umfaflt ferner die pharmazeutisch unbe- 
denklichen Salze der Nonapeptidamidderivate sowie ein 
Verfahren zur Herstellung der neuen Verbindungen. 

In dieser Beschreibung stehen (Pyr)Glu, His, Trp, Ser, 
Tyr, Phe, Gly, Leu, ILe, NLe, Val, NVal, Met, Arg und 
Pro fur "Reste" von L-Pyroglutaminsaure , L-Histidin, 
L-Tryptophan , L-Serin, L-Tyrosin, L-Phenylalanin , Glycin, 
L-Leucin, L-Isoleucin, L-Norleucin, L-Valin, L-Norvalin, 
L-Methionin, L-Arginin bzw. L-Prolin. Unter dem "Rest" 
ist ein Radikal zu verstehen, das von der entsprechenden 
a-Aminosaure durch Eliminierung des OH-Teils der Carb- 
oxylgruppe und des H-Teils der a-Ami nogruppe abgeleitet 
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ist. Beispielsweise stellt im Falle von L-Argimn 
HN 

^C-NHCH 2 CH 2 CH 2 CHCOOH 



H 2 N / NH 2 



das durch die Formel NH 2 -A-C00H dargestellt verden kann. 
(vorin NH 2 der cc-Aminorest ist), das Radikal (-NH-A-CO-) 
einen "Rest" von L-Arginin dar und wird als »-Arg-" ab- 
gekiirzt. Die Abkurzungen fur die anderen vorstehend ge- 
nannten ct-Aminosauren haben die entsprechende Bedeutung, 
wie sie vorstehend fur L-Arginin dargelegt wurde. 

Der vorstehend genannte Substituent R, d.h. dergerad- 
kettige oder verzweigte Alkylrest, der 1 bis 3 C-Atome 
enthalt und mit einer Hydroxylgruppe substituiert sein 
kann, kann beispielsweise ein Methylrest, Athylrest, 
n-Propylrest, Isopropylrest , Hydroxymethylrest , 1-Hydroxy- 
athylrest, 2-Hydroxyathylrest , 2-Hydroxy-n-propylrest , 
3-Hydroxy-n-propylrest oder 2 , 2-Dihydroxyisopropylres t 
sein. 

/ 

Es ist seit vielen Jahren bekannt, daI3 der Hypothalamus 
Faktoren enthalt, die bei hbherer Konzentration die 
Sekretion der'tropen Hormone aus der Hypophyse steuern. 
Kurzlich wurde anschlieBend an die Isolierung eines 
Thyrotropin freigebenden Hormons (TRH = Thyrotropin- 
releasing hormone) ein Hormon, das die Sekretion des 
luteiniaierenden Hormons fbrdert, in reiner Form aus 
Schweinen und Schafen extrahiert und als Decapeptid der 
Struktur H -(Pyr)Glu-His-Trp-Ser-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH 2 
identifiziert (A.V.Scbally und Mitarbeiter , ! Biochem. 
Biophys.Res. Commun. ,43, 1334 (1971), R.Gnillemin und 
Mitarbeiter, Pr'oc . Nat '. Acad . Sci . , USA., 69, 278(1972)). 
Dieser Feststellung folgte die Synthese einer Anzahl ahn- 
licher Peptide. AuBerdem wurden biologische Tests mit 
diesen analogen Peptiden durchgef uhrt . Jedoch verringert 
selbst eine geringfugige Modifikation der vorstehend 
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genannten Aminosaurezusammensetzung stark die physiolo- 
gische Aktivitat des Peptids, und die vorstehende chemi- 
sche Struktur wird als wesentlicb fur die Genese maximaler 
physiologischer Aktivitat angeseben (A.V.Schally und Mit- 
arbelter, Biochem.Biophys . Res . Commun. , 4, 366(1972)). 

Der Anmelderin gelang die Synthetis ierung der Nonapeptid- 
amidderivate (I) sowie ibrer pharmazeutisch unbedenklichen 
Salze. Uberraschenderweise wurde gefunden, daB diese Ver- 
bindungen eine starkere ovulationsauslosende Wirkung 
haben als das naturlich vorkommende Decapeptid. Perner 
wurde gefunden, daB diese Verbindungen auf die Hypophyse 
einwirken und die Sekretion sowohl des luteinisiere.nden 
Hormons als auch des f ollikelstimulierenden Hormons for- 
dern. Ferner wurde von der Anmelderin gefunden, dafi diese 
Verbindungen nicht nur wertvoll als Medikamente fur den 
Menschen, z.B. als Medikamente fur die Diagnose der 
Hypophysenfunktion oder des Gonadotropinmangels und fur 
die Tberapie der Amenorrhoe, sondern auch als Veterinar- 
medikamente insbesondere fur die Zwecke der Viehzucht 
sind. Der Erfindurfg liegen die vorstehenden iiberraschenden 
Feststellungen zu Grunde . 

Hauptgegenstand 'der Erfindung sind demgemaB die neuen 
Nonapeptidamidderivate und ihre pharmazeutisch unbedenk- 
lichen Salz.e mit starker ovulationsinduzierender Wirkung 
sowie ein Verfahren zur Herstellung der neuen Verbindun- 
gen. 

Die Nonapeptidamidderivate der allgemeinen Formel (I) 
und ihre pharmazeutisch unbedenklichen Salze werden nach 
einem Verfahren hergestellt, das dadurch gekennzeichnet 
ist, daB man ein Reagens (A), namlich L-Pyroglutaminsaure 
oder ein Peptidf ragment , das eine L-Pyroglutarainsaureein- 
heit (d.h. H-(Pyr)Glu-) an seinem N-endstandigen Teil 
und gleich anGChliefiend daran die vorstehend genannte 
Aminosiiuresequenz enthalt, mit einem Reagens (B), namlich 
einer Aminkornponcnte , die/restlichen Teil des vorstehend 



3 0 9 8 A 5 / 1 1 5 3 



- 4 - 

2321 1 7 A 

genannten, als Produkt gevmnschten Nonapeptldamidderivats 
(I) entspricht, kondensiert, wobei die beiden Reagentien 
(A) und (B) wahlweise durch eine oder mehrere Schutz- 
gruppen geschutzt sind, und dann die gegebenenf alls vor- 
handenen Schutzgruppen entfernt. 

Das Reagens (A) ist somit L-Pyroglutaminsaure oder ein 
Peptidfragment, das eine L-Pyroglutaminsaureeinheit an 
selnem N-endstandigen Teil und gleichzeitig anschlieBend 
daran die Aminosauresequenz der allgemeinen Formel (I) 
enthalt, und das mit dem Reagens (A) zu kondensierende 
Reagens (B) ist eine Aminkomponente , die dem restlicben 
Teil des vorstehend genannten, als Produkt gewiinschten 
Nonapeptldamidderivats (I) entspricht. Die Reagentien (A) 
und (B) sind wahlweise geschutzt. 

Das Reagens (A) hat somit die folgende Beziehung zum 
Reagens (B) : 



Met node 
Nr. 


Reagens (A) 

,* 


Reagens (B) 


1 


H-(Pyr)Glu-OH 

V 


H-His-Trp-Ser-A-j-Gly- 
A^-Arg-Pro-Y 


2 


H-(Pyr)Glu-His-OH 


H-Trp-Ser-A 1 -Gly-A 2 - 
Arg-Pro-Y 


3 


H- ( Pyr ) Glu-His- Trp-OH 


H-Ser-A 1 -Gly-A 2 -Arg- 
Pro-Y 


4 


H- ( Pyr ) Glu-His- Trp- 
Ser-OH 


H-A 1 -Gly-A 2 -Arg-Pro-Y 


5 


H- ( Pyr ) Glu-His- Trp- 
Ser-A-j-OH 


H-Gly-A 2 -Arg-Pro-Y 


6 


H-(Pyr^Glu-His-Trp- 
Ser-A-j-Gly-OH 


H-A 2 -Arg-Pro-Y 



309845/1153 



- 5 - 



Mettao- 



2321 174 

Reagens (B) 



de Nr. 

7 


H- (Pyr )Glu-His-Trp- 
Ser-A-,-Gly-A 2 -OH 


H-Arg-Pro-Y 


8 


H-(Pyr)Glu-His-Trp- 
Ser-A 1 -Gly-A 2 -Arg-OH 


H-Pro-Y 


9 


H - ( Pyr ) Glu-His-Trp- 
Ser-A 1 -Gly-A 2 -Arg-Pro- 

OH 


H-Y 



Wenn eine Verbindung aus der linken Spalte als Reagens 
(A ) verwendet «ird, *ird die Verbindung in der recbt. 
Spalte in der gleicben Zeile als Reagens B . d.b als 
entsprechende Gegenverbindung des Reagens (A) bex der 
Kondensationsreaktion verwendet. Die Reagentien (A) and/ 
Oder (B) konnen vor der Kondensationsreaktion gescbutzt 
Oder vahrend der Kondensationsreaktion , genauer gesagt, 
vor der Bildungereak'tion der Peptidbindung, aktxvxert 
verden. Hierauf v,ird nacbstebend ausf uhrlicher eingegan- 
gen. Wie de. Facb^nn auf de. Gebiet der Peptidsyntbese 
bekannt let. konnen alle Arten von Peptiden durcb Konden- 
sation einer Aminosaure oder eines Peptidf ragments 
(d.b. eines -Peptide mit weniger Einbexten) mit exner 
Aminosaure oder eine, Peptidf ragment (d.b. Peptxd mxt 
v,eniger Einbeiten) bergestellt verden. Eine Anzabl ausge- 
reifter Verfahren zur Durcbfuhrung der KondensationsreaK- 
tion ist bereits entwickelt v/orden. 

Beispielsveise kann man die funktionelle Gruppe oder die 
funktionellen Gruppen (z.B. die Aminogruppe. Carboxyl- 
gruppe, Hydroxylgruppe, Guanidingruppe ) , dxe an der 
Bildungsreaktion der Peptidbindung (d.b. -CONH-) Uber 
die Kondensationsreaktion nicbt beteiligt sind vor der 
Kondensationsreaktion durcb die ^^^^Zn 
gruppen scbutzeno £eim vuidi 
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man die nicht an der Konde nsationsreaktion teilnehmenden 
funktionellen Gruppen von Reagens (A) oder (B) ebenfalls 
nach an sich bekannten Methoden schiitzen. 

Bekanntlich wird vor der Bildungsreaktion der Peptidbin- 
dun° die C-endstandige Carboxylgruppe oder die N-end- 
standige Aminogruppe einer Aminosaure oder eines Peptid- 
fragments, die an der Bildungsreaktion der Peptidbindung 
beteiligt ist, aktiviert, damit sie die Bildung der 
Peptidbindung zustande bringt, und, wenn die Aktivie- 
rung nicht erfolgt, die Bildungsreaktion der Peptidbm- 
dungV?n Gegenwart eines Dehydrat isier ungsmit t els durchge- 
fttort. Verfahren zur Aktivierung der C-endstandi- 

gen Carboxylgruppe sowie der N-endstandige n Aminogruppe 
sind allgemein bekannt. Das Verfahren gema.B der Erfin- 
dung kann in an sich bekannter Weise durchgefuhrt werden. 
Die Kondensation gemaI3 der Erfindung kann somit vorge- 
npmmen werden, indem man in einer ersten Stufe die C-end- 
standige Carboxylgruppe des Reagens (A) oder die N-end- 
standige Aminogruppe des Reagens (B) aktiviert und xn der 
zv/eiten Stufe die Bildungsreaktion der Peptidbindung 
zwischen dem aktivierten Reagens (A) und dem Reagens (B) 
oder zwischen v dem Reagens (A) und. dem aktivierten Reagens 
(B) durchfuhrt oder als Alternative die Bildungsreaktion 
der Peptidbindung zwischen dem Reagens (A) und dem Rea- 
gens (B) y in Gegenwart eines Dehydrat isierungsmittels 
durchfuhrt, wobei die Reagentien (A) und (B) wahlweise 
geschlitzt sind. 

Es ist ferner bekannt, daS in Fallen, in denen die vor- 
stehend genannten funktionellen Gruppen durch eine oder 
mehrere Schutzgr uppe n vor der Kondensationsreaktxon ge- 
schlitzt werden, die schutzende Gruppe oder schutzenden 
Grucpen nach der Kondensationsreaktion entfernt werden. 
Beim Verfahren gernaB der Erfindung kann die Entfernung 
der Schutzgruppen ebenfalls in bekannter Weise vorgenom- 
men werden • 
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Es ist in diesem Zusammenhang ebenfalls bekannt. daB eine 
geschiitzte L-Glutaraylgruppe der allgemeinen Formel 

RC0-CH 2 CH 2 CH(NH 2 )G0- UD 
in der R ein Alkoxyrest (z.B. ein Methoxyrest, Xthoxyrest, 
n-Propoxyrest, Isopropoxyrest oder n-Butoxyrest ), ein 
Aralkyloxyrest (z.B. ein Benzyloxyres t ) oder eine Amino- 
gruppe ist, sich durch Umsetzung mit einer Base (z.B. 
Ammoniac) oder einer S^ure (z.B. Essigsaure) leicht.in 
die L-Pyroglutamylgruppe selbst 



H 




umwandeln laBt, and da(3 die Gruppe -(H) hierbe, der 
L-Pyroglutamylgruppe selbst aquivalent ist. Beim .erfahren 
gemaB der Erfindung ist vorauszusetzen , daB das L-Pyro- 
glutamyl (d.h. H-(Pyr)Glu-) des Reagens (A) nicht nur die 
L-Pyroglutamylgruppe selbst, sondern auch die geschutzte 
L-Glutamylgruppe der Formel (II) einschlieBt. Wenn 
H-(Pyr)Glu- des Reagens (A) die Gruppe (II) is,, laBt 
sich diese in an sich bekannter Weise leicht in die 
L-Pyroglutamylgruppe selbst umwandeln-. 

Nachstehend wefden einige Verfahren aufgefuhrt, die vor- 
teilhaft zu/Durchfuhrung der Bildungsreaktion der Pep- 
tidbindung gemaB der Erfindung angewandt werden konnen. 

Das oeschutzte oder ungeschiitzte Reagens (A), dessen 
C-endstandige Carboxylgruppe eine freie Carboxyl- 
gruppe ist, v/ird mit dem geschiitzten oder unge- 
schiitzten Reagens (B) , dessen N-endstandige Amino- 
gruppe eine freie Aminogruppe ist, in Gegenwart 
eines Kondensationsmitteis umgesetzt. 

II) Das gescbtitzte oder ungeschutzte Reagens (A), 

dessen C-endstiindige Carboxylgruppe aktiviert worden 
ist, wird mit dem Reagens (B) umgesetzt, dessen 



I) 
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—gruppe eine «L — ^ 
C -enas«ndi g e ^-™ u f z tn Reagens (B) 
v/orden ist. 

... „ie mnerioXekolare AcyXaminogruppe 
AX s 8cb«t«««PP« „ somit beispieXs.eise die 

der L-Pyrogiutaminsaure low* _ B[ _ toxyoartonylgr uppe und 
BensyXoxycarbonyXgruppe, • Sohutzgru ppe fur die 

XsobornyXoxycarbonyU-PP . weise die Benzy x- 

Iminogruppe von l-Hist! enylgrup pe, tert«- 

grappe, Tosyigruppe, 2 4 ^ al . Scbuts- 

ButoxycarbonyXgruppe and Ca beisp ieXswe:Lse 
erupP e fur die HydroxyXgrupp ie Be LyXgruppe und t.r*.- 
ath e r biXdende Oru,p« . • ^ ^ HydroxylgrupP e 

ButyXgruppe, aXs Sen e bil<Jende G r uppen, z.B. 

von T,ro. 1B un6 al3 s.b.t.- 

die Benzylgruppe und ter L _ A rginin beispiels- 

weis e die ^' , u ; a I^antyXoxycarbonyXgruppe 

Is oboxnyXoxycarbonyXgrappe u ^ 

in Frage. Ferner tann ^ vqo ei „ er Saure 

durcn SaXsbiXdung -It «»» ^* 0 ^ , a - ogele i t e t ist, 

(,.B. Salzsaure und proton iB Rabmen 

Ucbui^ werden. »^^ s 7«t.«r«pp.» gebbrend 
aleser Beschreibung ais zu 

anzusehen . 

der C-endstandigen 
Ms Beispiele der aktivierten or^ ^ entspreo henden 
Car.oxylaruppe des Re « en8 ^ i80hten Anhy dride -it einem 
Saureanhydride, z.B. und aktiV en Ester (z.3. 

KohlensauremonoaWlester, z ^ ^ pentachlor _ 

die entsprechenden Ester a. Alfco. ol , Cyan - 

p h enol. 2.4,5-Trichlorphenol. ^ ^ cinimid , 

N _Hydrovy-5-norbornen-2 , j dicai 
3 0 9 8 U 5 / 1 1 b 3 
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imid and N-Hydroxybenztriazol) zu nennen. Von diesen 
Estern wird der N-Hydroxy-5-norbornen-2 , 3-dicarboximid- 
ester bevorzufit. Die N-Hydroxy-5-norbornen-2 , 3-dicarbox- 
iraidester von Aminosauren oder Peptiden sind zwar neu, 
konnen jedoch in der gieichen V/eise wie die N-Hydroxy- 
succinimidester von Arainosauren oder Peptiden hergestellt 
werden. 

Das entsprechende Amid der phosphorigen Saure ist ein 
Beispiel einer aktivierten Form der N-endstandige n Amino- 
gruppe des geschutzten oder ungeschlitzten Reagens (B) . 

Als Dehydratisierungsmittel konnen alle Verbindungen der 
Art, die fur die Peptidsynthese geeignet sind, verwendet 
werden. Besonders bevorzugt werden beispielsweise die 
sog • Carbodiimidreagentien , z .B. Dicyclohexylcarbodiimid . 

Zur Durchflihrung der Kondensationsreaktion gemaS der Er- 
findung konnen natlirlich in einen einzelnen Reaktor 
1) das geschlitzte oder ungeschutzte Reagens (A), dessen 
C-endstandige Carboxylgr uppe frei ist, 2) das geschlitzte 
oder ungeschutzte Reagens (B), dessen N-endstandige 
Arainogruppe frei v ist, 5) der vorstehend genannte Alkohol 
(z . B. N-Hydroxy-5-norbornen-2 , 3-d i car box imid oder 
N-Kydroxysucciniroid) und 4) das Dehydratisierungsmittel 
gegeben werden. In diesem Fall reagiert zuerst das ge- 
schlitzte oder ungeschutzte Reagens (A), dessen C-end- 
standige Carboxylgruppe frei ist, mit dem Alkohol mit 
Hilfe des Dehydrat isier ungsraittels unter Bildung des ge- 
schiitzten oder ungeschlitzten Reagens (A) , dessen C-end- 
standige Carboxylgruppe aktiviert ist, worauf das letztere 
mit dem gescbiitzten oder ungeschlitzten Reagens (B), dessen 
N-endstandige Arainogruppe frei ist, reagiert, Bei diesem 
Prozecs werden die - Aktivierung der C-endstandigen Carb- 
oxylgruppe und die Bildungsreakt ion der Peptidbi nd ung in 
einem Eins t uf enverf ahren d urchgefiihrt . 
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FUr die Herstellung der vorstehend beschriebenen, als 
Produkte gewunschten Peptide stehen somit die verschxe- 
densten Kombinationen von Verfahren zur Ausvrahl. Eine 
bevorzugte Ausfiihr ungsf orm des Verfahrens gemaB der Er- 
findung ist nachstehend schematise* dargeste lit : 

(I) H-(Pyr)Glu-His-Trp-Ser-A 1 -Gly-OH (Reagens (A)) 
+ DCC + HONS I 

J Aktivierung z 
H-(Pyr)Glu-His-Trp-Ser-A 1 -Gly-ONBI + H-A 2 -Arg-Pro-Y 

(Aktiviertes Reagens (A)) . (Geschiitz tes 

; Reagens (B) ) 

Bildung der 
Peptidbindung 



H-(Pyr)Glu-His-Trp-Ser-A 1 -Gly-A 2 -Arg-Pro-Y 

Entfernung der Sen utzgruppen 

H- (Pyr )Glu-His"-Trp-Ser-A 1 -Gly-A 2 -Arg-Pro-Y 

Z 
I 

(II) H-(Pyr)Glu--His-Trp-Ser-A i -Gly-OH^+ H-A ? -Arg-Pro-Y 

(Reagens (A)) (Geschiitztes Reagens 

/ + DCC + HONBI (B)) 

(1) Aktivierung • %. 

(2) Bildung der Peptidbindung 

Z 
I 

H- (Pyr )Glu-His-Trp-Ser-A 1 -Gly-A 2 -Arg-Pro-Y 

Entfernung der Schutzgruppen 
H- ( Pyr ) Glu-His-Tr p-Ser-A 1 -Gly-A 2 -Arg-Pro-Y 
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Im vorstehenden Schema bedeuten DCC das N, N 1 -Dicyclo- 
hexylcarbodiiraid , HONBI das N-Hydroxy-5-norbornen-2 , 3- 
dicarboximid und Z eine Schutzgruppe der Guanidinogruppe 
des L-Argininrestes . 

Die Bildungsreaktion der Peptidbindung , 2oB, nach den 
vorstehend genannten Verfahren (I), (II) oder (III), wird 
im allgemeinen in einem Losungsmittel durchgefiihrt . Als 
Lbsungsmittel eignen sich beispielsweise trockenes oder 
wassriges Dimethylf ormaraid , Dimethyls ulfoxyd , Pyridin , 
Chloroform, Dioxan, Dichlormethan , Te trahydrof uran und 
Gemische dieser Los ungsmittel * 

Die Reaktionstemperatur liegt gewohnlich im Bereich von 
etwa -20° bis 30°C, jedoch kann die Reaktion aucb bei 
niedrigeren Temperaturen oder unter Erhitzen durcbge- 
fiihrt werden. 

Die beiden Ausgangsmat erialien , die eine Peptidbindung 
bilden sollen, werden gewohnlich in aquimolaren Kengen 
verwendet, jedoch sind gegebenenf alls aucb andere Mengen- 
verhaltnisse geeignet. Ira allgemeinen werden fiir jedes 
molare Aqqivalent eines Ausgangsmaterials gewohnlich 
etwa 1 bis 2 molare Aquivalente, yorzugsweise etwa 1 bis 
1,4 molare Aquivalente der zugehbrigen Verbindung (d.b. 
der Gegenverbindung ) verwendet. Der Anteil des Dehydra- 
tisier ungsmitt els betragt im allgemeinen etwa 1 bis 2 
molare Aquivalente, bezogen auf das Wasser, das bei der 
Bildungsreaktion der Peptidbindung gebildet wirdo 

Gute Ergebnisse werden in vielen Fallen erhalten, wenn 
die Reaktion etwa 6 bis 10 Stunden durcbgeflihrt wird* 

Nacb Beendigung der Bildungsreaktion der Peptidbindung 
kann das Reakti onsprod ukt beispi elsweise durch Ausfal- 
lung mit einem Lbsungsmittel (in dem die gewunschte Ver- 
bindung schwer lbslich ist) und anschlietfendes Abfiltrie- 
ren der gebildeten Fallung isoliert werden., 
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una/oder das Reagens (B) durch die 
Wenn das Reagens (A) und/oder ^ A enthalt 

Schutzgruppe Oder ^"^^^"//^/die Scnutzgruppe 

0 der ;„;^;r rt .«,r. M « ~* 

werden Jedocn die Schutzgruppe Aminosaur eseouenz 
Ublichen Metnoden enMernt, die di beelntr ach- 

des gewUnsenten "/ a p;. n w.lbV das 

> T v. Vntfernung der Scnutzgruppeu 

, ig e„. Hach a. Nonap epUdamidderivat (I) zuruc*. 

von Schutzgruppen freie v 

A ls Beispiele solcner ^licnen >™ ' J^^Z 
lyt iscne Reduction -it saurenydrolyse 
— ^^^or a er "ff'oder ^ . 

ublichen Methoden, z.B. durcn 
fallung, isoliert verden. 

Polymerisatert fur die Reimgung, -z.B. an den 
tausehernarzen "Sepnadex" Oder »A*berlite XAP , 

reinigt ,Werden. 

In Abnangig.i* von den Reaped 

gewUnseMe VerMndung in ™^ e unbedenlcli0n9 „ Seize 

el " K ' lieBU ^ ier r: a L naen UbliOen Ver- 

erhalten. Aus dem Salz kann di 

fah ren nergestellt "f^"^' ^"xfu,,. pnar D azeu- 
Unsetzung mit Sauren.die fur die He 

tisch unbeden^liener Seize ± ^ee* 

v,andelt werden. Als Sauren eignen „ioh ^ 
verseniedene anorganiscne Sauren, t of f saure Per- 

stoffssuren wie Salzsaure, »"«'*° ff '^ e £ li „. 
cnlorsaure. Salpetersaure , Tn iocyansaure , Scnwefe 
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una Phosphorsaure, und verschiedene organische Sauren, 
z.B. Ameisensaure, Essigsaure, Propionsaure , Glykolsaure, 
Milchsaure, Brenztraubensaure , Oxalsaure, Malonsaure, 
Bernsteinsaure, Maleinsaure, Fumarsaure, Anthranylsaure, 
Zimtsaure, Naphthalinsulf onsaure und Sulf anylsaure . 

Die in der vorstehend beschriebenen Weise erhaltenen 
Endprodukte konnen nach ublichen Methoden in Metallkom- 
plexsalzverbindungen umgewandelt werden. Beispielsweise 
kann eine wassrige Losung des in der oben beschriebenen 
Weise hergestellten Nonapeptidamidderivats mit einem oder 
mehreren Salzen, Hydroxyden oder Oxyden von Zink, Nickel, 
Kobalt, Kupfer und Eisen urogesetzt und das Reaktionsge- 
misch dann auf einen p R -Wert von etwa 6 bis 8 eingestellt 
werden, wobei eine wenig lbsliche Adsorptionskomplexsalz- 
verbindung zwischen der als Trager dienenden Metallver- 
bindung und dem jeweiligen Nonap.eptidamidderivat erhalten 
wird. 

Es hat sich gezeig't, daG von den in dieser Weise herstell 
baren verschiedenen Metallkomplexsalzverbindungen die 
Zinkkomplexsalzv^rbindungen vom Standpunkt ihrer lang 
anhaltenden Aktivitat nach der Verabreichung am vorteil- 
haftesten sind. 

Auf Grund Ihrer auBerst geringen Toxizitat konnen die 
in der vorstehend beschriebenen Weise hergestellten Nona- 
peptidamidderivate oder ihre pharmazeut isch unbedenk- 
lichen Salze unbedenklich verabreicht werden. Diese Ver- 
bindungen zeigen eine starke ovulationslnduzierende 
Wirkung . 

Wenn Ratten eine winzige Menge (z.B. 50 bis 500 ng/100 g 
des Nonapeptidamidderivats (I) oder dessen pharmazeu- 
tisch unbedenklichen Salzes intravenos, intrarnuskular 
oder sublcutan erhalten, ist ein steiler Anstieg der 
Konzentration des luteinisiercnden Horrnons und des 
follikelatUnuliercnden Horrnons im Blut festzustellen. 
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Venn Ratten eine Infusion von 10 bis 200 ng/100 g der 
Verbindung intravenbs oder intramuscular erbalten wir 
die Ovulation bei etwa 50f> der Ratten ausgelbst. Wenn die 
Ratten eine Infusion von 0,1 bis 5/ ug/100 g der Verbin- 
dung intravenbs oder intramuskular erhalten, wxrd die 
Ovulation bei 100* der als Versuchstiere verwendeten 
Ratten ausgelbst, auch wenn die Ratten sich im Dibstrus 
befinden. Bei unveranderter Dosis ist die intravenbse 
infusion im allgemeinen doppelt so wirksam vie die sub- 
kutane Infusion. 

Die vorstehenden Werte zeigen, daB die Peptide gemaB der 
Er^indung starkere Hormonwirkunge n haben als das natur- 
lich vorkommende, die Sekretion des luteinisierenden 
Hormons auslbsende Hormon. 

Injektionslbsungen kbnnen durch Auflbsen der Verbin- 
dungen gemaB dar Erfindung in pbysiologischer Kochsalz- 
lbsung hergestellt werden. 

Da diese Verbindungen auch bei Verwendnng in sehr winzi- 
gen Menken eine ^gentigende physiologische Wirkung auf- 
weisen, is-t es zweckmaBig, sie als gef rierge trocknete 
Am P ullen P rapar,ate, die Mannit als.Hilf sstof f enthalten, 
zu vervenden* 

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele weiter 
erlautert. In diesen Beispielen werden die folgenden 
Abkurzungen mit den nachstehend genannten Bedeutungen . 
verwendet : 

Z-: Benzyloxycarbonyl; IB0C-: Isobornyloxycarbonyl ; 
B0C-: tert.-Butyloxycarbonyl; -OEt : Athylest e.v ; 
-OSU: N-Hydroxysuccinimidester; -OtBu: tert . -Butylester ; 
-ONDP: 2,4-Dinitrophenolester; -0N3I: N-Hydroxy-5-norbor 
nen-2, 3-dicarbonsaureimidester; 

HONBI: N^hydroxy-5-norbornen-2,3-dicarbonsaureimid; 

DCC: N,W-Dicyclohexylcarbodiimid; DM? : N , N-Dime thylf orma 

mid; DSC : Dunnschichtchromatographie ; DOHA: Dicy clohexyl 



3098 A 5/1153 



- 15 - 



2321 174 



amin. 

Fur die Dunnschicht chromat ographie werden die folgenden 
Entwicklerlos ungsmit t elsys teme verwendet : 

Rf 1 = Cblorof orm-Methanol-Essigsaure (9:1:0,5) 

Rf 2 = Athylacetat-Pyridin-Essigsaure-Wasser (60:20:6:11) 

Rf 3 = n-Butanol-Athylacetat-Essigsaure-Wasser (1:1:1:1) 

Rf 4 = n-Butanol-Essigsaure-Wasser (4:1:1) 

Rf 5 = n-Butanol-Pyridin-Essigsaure-Wasser (30: 20:6:24) o 

In den Beispielen verhalten sich Gewich ts teile zu Raum- 
teilen wie Gramm zu Kubikzentimeter ♦ Die Prozentsatze 
sind auf das Gewicbt bezogen, falls nicht anders angegeben. ' 
Die folgenden Ionenaus tauscherbarze werden verwendet: 

"Amberlite CG-400" (Copolymerisat von tertiarem Amin, 
Styrol und Divinylbenzol , Hersteller Rohm & Haas Co*, USA); 
"Sephadex LH 20 11 ( veres tertes Dextrangel, Hersteller 
Pharmacia Fine Chemicals, Sweden); "Araberlite XAD-2" 
(makroret ikular^s Styrol-Divinylbenzol-Copolymerisat ) und 
"Amberlite IRA-400 11 (Copolyraerisat von tertiarem Amin, 
Styrol und- Divinylbenzol, Hersteller Rohm & Haas Cc, USA) • 

4 ^ 

Beispiel 1 

Herstellung von H-(Pyr)Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg- 
Pro-NHC 2 -H 5 

a) Herstellung von Z-Arg (N0 2 )-Pro-NHC 2 H 5 

In 10 Raurateilen DMF werden 0,901 Gew 0 -Teile Z-Arg(N0 2 )- 
Pro-OH und 0,181 Gew„-T e ile Athylaminhydrochlorid ge- 
lost. Wahr*end bei 0°C gehalten wird, werden 0,38 Raum- 
teile Triathylamin zugetropfto Nach Zusatz von 0,43 Gew 0 - 
Teilen HONBI und 0,495 Gew.-T e ilen DCC wird das Gemisch 
5 Stunden bei 0°C und dann 10 Stunden bei Raumtemperat ur 
gerlihrt. Der als Nebenprodukt gebildete Harnstoff wird 
abfiltriert und das DMF abdes till iert . Der Ruckstand wird 
mit Chloroform extrahiert, mit Wasser gewascben und uber 
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wasserfreiem Magnesiumsulf at getrocknet. Das Chloroform 
wird abdestilliert und der Riickstand mit Ather bebandelt 
und aus Methanol-Ather erneut ausgefallt. Ausbeute ^ 
0,692 Gew.-Teile; Rf 1 =0,50; Schmelzpunkt 141 -145 C 
(Zers.); ^> 6 ° (c=1 ' Methanol). 

Elementaranalyse : 9. — — 

Berechnet fur C^H,^^: 52,82 6,54 20,53 

Gefunden: 52,95 6,77 19,65 

b) Herstellung von Z-Leu-Arg(NQ 2 )-Pro-NHC 2 H 5 

In 5 Raumteilen 25/° HBr-Essigsaure werden 0,572 Gew.-T e ile 
Z-Arg(N0 2 )-Pro-NHC 2 H 5 gelbst. Die Losung wird 30 Minuten 
bei Raumtemperatur stehen gelassen. Dann wird trockener 
ither zum Reaktionsgemisch gegeben und die gebildete 
Fallung abfiltriert und getrocknet. Getrennt hiervon 
v/erden 0,291 Gew.-Teile Z-Leu-OH in 5 Raumteilen Dioxan 
gelbst. Unter Kuhlen werden 0,247 Gew.-T e ile DCC und 
0,215 Gew.-Teile HONBI zugesetzt. Das Gemisch wird 2 Stun- 
den geruhrt und der als Nebenprodukt gebildete Harnstoff 
abfiltriert. Zum Filtrat wird die in der oben beschrie- 
benen Weise erhaltene Fallung gegeben, die durch Zusatz 
von 3 Raumteilen DMF gelbst wird-. Wahrend gekuhlt wird, 
werden 0,17 Raumteile Triathylamin zugetropft, worauf 
das Gemisch uber Nacht bei Raumtemperatur geruhrt wird. 
Das Los'ungsmittel wird abdestilliert und der Ruckstand 
mit Chloroform extrahiert und mit Wasser gewaschen. Die 
Chloroforrnschicht wird uber wasserfreiem Magnesiumsulf at 
getrocknet und das Chloroform abdestilliert. Der Ruck- 
stand wird mit Ather behandelt und aus Methanol-Ather 
erneut ausgefallt. Ausbeute 0,47 Gew.-Teile (72#); 
Schmelzpunkt 144° bis 146°C (Zers.); Rf 1 = 0,40; 
/a_J^ - -58,0° (c = 1 , Methanol). 

c) In 25?6 HBr-Essigsaure werden 0,165 Gew.-Teile 
Z-Leu-Arg(N0 2 )-Pro-NHC 2 H 5 gelbst. Die Losung wird 30 Mi- 
nuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Dann wird 
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trockener Ather dem Reaktionsgemisch zugesetzt und die 
gebildete Fallung abfiltriert und gut getrocknet. Diese 
Failure wird in 3 Raumteilen DMF gelost. Wahrend gekiihlt 
und geriihrt wird, werden 0,05 Raumteile N-Athylmorpholin 
zugetropft. In dieser Losung werden 0,19 Raumteile 
H-(Pyr)Glu-His-Trp-Ser-Tyr_Gly-OH-hydrochlorid gelds t. 
Zur Losung werden 0,054 Gew.-Teile HONBI und 0,062 Gew.- 
Teile DCC gegeben. 

Das Gemisch wird 2 Stunden bei 0° und dann iiber Nacbt bei 
Raunitemperatur geruhrt. Der als Nebenprodukt gebildete 
Harnstoff wird abfiltriert und das DMF abdes tilliert . Der 
Ruckstand wird mit Athylacetat behandelt, wobei 0,32 Gew.- 
Teile eines Pulvers erhalten werden. Dieses Produkt wird 
auf eine Saule von Amberlite XAD-2 aufgegeben und in 
einem Elut ionssys tern mit' linearem Gradienten von 5?6igem 
wassrigem Athanol bis Atbanol desorbiert. Die Hauptfrak- 
tion wird gef riergetrocknet , wobei 0,11 Raumteile reines 
H- (Pyr ) Gl u-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Le u-Arg (N0 2 ) -Pro-NHC 2 H 5 
erhaiten werden. Dieses Produkt wird 1 Stunde mit 4 Raum- 
teilen Fluorwasserstoff bei 0°C in Gegenwart von 0,02 
Raumteilen Anisol und 0,02 Raumteilen Mercaptoathanol 
behandelt. Der FlUorwassers tof f wird ^abdestilliert und der 
Ruckstand nach jier Trocknung in Wasser gelost. Die Losung 
wird durch eihe Saule von Amberlite IRA-400 (Acetatform) 
geleitet und dann an einer Carboxymethylcellulosesaule 
adsorbiert. Die Saule wird in einem Elutionssys tern mit 
linearem Gradienten von wassrigem 0.005N Ammoniumacetat 
bis zu wassrigem 0,2N Ammoniumacetat eluiert. Die Haupt- 
fraktion wird gel" riergetrocknet . Hierbei werden 0,087 
Gew.-Teile reines H-(Pyr )Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg- 
Pro-NKC 2 H 5 erhalten. Rf 3 = 0,36; ^_7| 4 = -56,2° 
(c=0,5, 5i> Essigsaure). 

Aminooaureanalyse: His 0,95 (1); Arg 0,98 (1); Ser 0,95 
(1); Glu 0,98 (1); Pro 1,00 (1); Gly 1,00(1); Leu 1,00(1); 
Tyr 1,00(1); NH 2 C 2 H 5 1,10 (1). 
Die Klaramerzahlen sind die berechneten Werte. 
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Beispiel 2 

Herstellung von H- (Pyr )Glu-His-Trp-Ser-Tyr_Gly-Leu-Arg-Pro- 



NHC 2 H 4 OH 



a) Herstellung v on Z-Arg (N0 2 )-Pro-NHC 2 H 4 OH 

In 5 Raumteilen DMF werden 0,9 Sew.-T e ile Z-Arg (NOg)-Pro- 
OH und 0,43 Gew.-Teile HONBI gelbst. Wahrend bei 0 C ge- 
halten wird, werden 0,495 Gew.-Teile DCC zugesetzt. Das 
Gemisch wird Uber Nacht geruhrt. Die abgeschiedene Harn- 
stoffverbindung wird abfiltriert. Zum Filtrat werden 
0,1832 Gew.-Teile Athanolamin gegeben. Das Gemisch wird 
Uber Nacht geruhrt. Das DMF wird unter vermindertem Druck 
abdestilliert . Zum Ruckstand wird Dioxan gegeben. Die 
unlbslichen Bestandteile werden abfiltriert. Das Dioxan 
wird unter vermindertem Druck destilliert und der Ruck- 
stand mit n-Butanol extrahiert. Der Extrakt wird mit 
Wasser, verdiinnter Salzsaure, Wasser, einer wassrigen 
Natriumhydrogencarbonatlbsung und Wasser in dieser Reihen- 
folge gewaschen, worauf das n-Butanol unter vermindertem 
Druck abdestillyLert wird. Der Ruckstand wird rait Ather 
behandelt und aus Methanol-Ather erneut ausgefallt. Aus- 
beute 0,625 Gew.-Teile (63, 3#); Schmelzpunkt 124° bis 
128°C (Zers.k Rf 2 = 0,23; Z«_7 D °=-36 , 6° (c=0,5, Athanol). 

b) Herstellu ng von Z-Leu-Arg (N0 2 )-Pro-NHC 2 H 4 0H 

In 2 Raumteilen 25$ HBr-Essigsaure werden 0,493 Gew.-Teile 
Z-Arg (N0) 2 -Pro-HHC 2 H 4 0H gelbst. Die Losung wird 30 Minuten 
bei Raumtemperatur'steben gelassen. Dann wird trockener 
Ather zugesetzt und die erbaltene Fallung abfiltriert und 
getrocknet, wobei ein pulverf brmiges Produkt erhalten 
wird. Getrennt hiervon werden 0,282 Gew.-Teile Z-Leu-OH 
und 0,215 Gew.-Teile HONBI in 3 Raumteilen DMF gelbst. 
Wahrend bei 0°C gehalten wird, werden 0,248 Gew.-Teile 
DCC zugesetzt, worauf 2 Stunden geruhrt wird. Der Losung 
wird das oben genannte pulverf brmige Produkt zugesetzt, 
worauf 0,15 Raumteile Triatbylarain zugetropft werden. Das 
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Gemisch wird liter Nacht geriihrt. Der Harnstoff wird ab- 
filtriert und das DMF unter vermindertem Druck abdestil- 
liert. Der Rlickstand wird auf eine Saule von 50 Gew.- 
Teilen Kieselgel aufgegeben und nit einem Lbsungsmittel- 
systeni aua Chlorof orra-He thanol-Essigsaure (9:1:0,5) de- 
sorbiert. Die Lbsungsmittel werden abdes t illiert und der 
Rlickstand mit Ather kris tallisiert . Ausbeute 0,153 Gew 0 - 
Teile; Scbmelzpunkt 110° bis 113°C (Zers.); Rf 1 = 0,49; 
JjxJ 2 ^ =-46,6° (c= 0,5, Athanol). ' 

c) 0,152 Gew.-Teile Z-Leu-Arg (N0 2 )-Pro-NHC 2 H 4 0H werden 
in Gegenwart von 0,1 Raumteil Anisol in 3 Raumteilen 
Fluorwasserstoff gelbst. Die Lbsung. wird 1 Stunde bei 
0°C geruhrt. Der Fluorwasserstoff wird abdes t illiert und 
der Rlickstand gut getrocknet und in Wasser gelbst. Nach 
Zusatz einer geringen Menge konzentrierter Salzsaure wird 
die Lbsung mit Ather gewascben und die wassrige Schicht 
gef rierge trocknet „ Das erhaltene Pulver wird in 5 Raum- 
teilen DMF zusammen mit 0,19 Raumteilen H-(Pyr)Glu- 
His-Trp-Ser-Tyr-Gly-OH-hydrochlorid und 0,0493 Gew.-Teilen 
HONBI gelost, Die ^Lbsung wird auf 0°C gekuhlt, worauf j 
0,0567 Gew„-Teile DCC und 0,07 Raumteile N-Athylmorpholin 
zugesetzt werden. Das Gemiscb wird liber Nacht gerlihrto ; 
Das DMF wird unter vermindertem Druck abdes tilliert und 
der Ruckstand^in Wasser gelbst 0 Die unlbslichen Bestand- 
teile werden abfiltriert und das Filtrat durch eine ; 
Saule von 'Amberlite IRA-400 (Acetatform) geleitet. Der 
Ablauf wird aufgefangen und gef rierge trocknet ♦ Das Produkt 
wird auf eine Saule von Amberlite XAD-2 aufgegeben und 
in einem Elutionssys tern mit linearem Gradienten von Wasser 
Methanol desorbiert. Die Hauptf raktiori wird gefrierge- 
trocknet, wobei 0,023 Gew.-Teile reines H-(Pyr )Glu-His- 
Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-NHC 2 H 4 OH erhalten werden. 
Rf 3 = 0,28; /a_7p°= -54,4° (c = 0,5, 5^ige wassrige \ 
Essigsaurelbs ung ) . 
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nalvse- His 1,00(1); Arg 1.05(0* S« 0.95(1); 

Aminosaureanalyse. * ' (1) Leu 0 ,95(Oi 

oiu -1.00(1); P- 1,05(1), ai i.oo( ) terechneten werte . 

Tyr 0.76(1). Die Klammerzahlen smd 

•Rpi3 piel 3 
Heratellung von H-^jr;^ u 
Pro-NHCH^ 



a) Herstellun g vo" flWBV "'r . £ 

" 1 n Gew -Telle Z-Arg(N0 2 )-Pro- 

OH and 0,10! 0 "- , '^ , 0 * t g * hilt . n wird, «erde„ 0,21 Raum- 
Wahre.a die Ibsung 0 0 gena _ q ^ Gew __ 

Ioll .„ HONBi un 0.57 0... BauB , eop .„tur 

..rUnrt. De. axs . Der nucfcstand wxrd 

rt mtrx.rt und IMF Wasaer gev , asc „e, and Uber 

«lt Chloroform -"^ ' g . woota .t. Pas Cnloroforn, 

W ird abdestixne^ ui „ liqce fallt. Ausbeute 

«.„ »d - : ---«-vr ; 5 or.".:-x^-» ^° 

0,612 Cxew. 24 _ o (c - =1> Methanol). 

143°C (Zers.); /a_7 D - -41 ^ 



H E 



7.1 e me ntar anal yse:. ^ fi ^ 31 21,15 

Be recline t fiir C 2O H 2 q0 6 N 7 : 21>57 
Gef ur.den : 

^ 7 7pn-ArF(N0^) -Pro-NHCH, 
b) Herstellung vo n Z-Leu Argyll 2 ; 2_ 

,.11. Z -Ar S (H0 2 )-P r o- WOH, «. la- 1. » x. L o. « ^ 
nutan oex Ha^e.peratur =teh=n = -= Krl3t alle 
™>« «*—*•«. U ° r r i!«en"t biervon verO.n 

0 ,, 12 Ge w. -Telle Z-Leu-Oh xn a 

acetat (1:1) gelbst. Wahrend die Losung „ 
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v/erden 0,268 Gew. -Telle DCC und 0,232 Gew<>-Teile HONBI 
zufiesetzt. Das Gemisch wird 2 Stunden geruhrt. Der als 
Nebenprodukt gebildete Harnstoff wird abfiltriert. Zum 
Piltrat werden die in der oben beschriebenen Weise herge- 
stellten Kristalle gegeben und durch Zusatz von 3 Raura- 
teilen DMF gelost. Wahrend geloihlt wird, werden 0,17 Raum- 
teile Triathylamin zugesetzt. Das Gemisch wird uber Nacht 
bei Raumtemperatur geruhrt. Das Losungsmittel wird ab- 
destilliert. Der Ruckstand wird mit Chloroform extrahiert 
und mit Wasser gewaschen. Die Chlorof ormschich t wird uber 
wasserfreiem Magnesiumsulf at dehydratisiert , worauf das 
Chloroform abdest illiert wird, Der Ruckstand wird mit 
Ather behandelt und aus Me thanol-Ather erneut ausgefailt. 
Ausbeute .0,45 Gew 0 -Teile^ (78^); Rf ' 1 = 0,25- 

H N 
7,02 19,43 
6,98 19,52 

c) In 5 Raumteilen 25$ HBr-Essigsaure werden 0,144 Gew.- 
Teile Z-Leu-Arg (NO^ -Pro-NHCH^ gelost. Die Losung wird 
30 Minute n bei Raumtemperatur stehen gelassen, worauf 
trockener Ather zugesetzt wird. Die gebildete Faliung 
wird abfiltriert and gut getrocknet. "Sie wird dann in 
3 Raumteilen DMF gelost. Wahrend die Losung gektihlt und 
geruhrt wird,/ werden 0,05 Raumteile N-Athyimorpholin zu- 
getropft. 

In dieser Losung werden 0,19 Gew.-Teile H-(Pyr)Glu-His- 
Trp-Ser-Tyr-GIy-OH-hydrochloric gelost. Zur Losung werden 
0,054 Gew. -Telle HONBI und 0,062 Gew 0 -Teile DCC gegeben. 
Das Gemisch wird 2 Stunden bei 0°C und dann uber Nacht 
bei Raumtemperatur geruhrt. Der als Nebenprodukt ge- 
bildete Harnstoff wird abfiltriert und das DM? abdestil- 
liertc Der Ruckstand wird auf eine Saule von Amberlite 
XAD-2 aufgegeben una in eihem Elu tionssys tern mit linearem 
Gradienten von 5/^igem wassrigem Athanol bis Athanol de- 
sorbiert. Die Haupt f rakt ion wird gef riergetrockne t , wobei 
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1 ,ir+«* werden mit 4 ^ ew ' Q o2 Ra um- 

di eses Products we il6n Aniaol and 0.02 

in Gegenwart von 0,02 Ra ^ behande lt. De. 

teilen Hercaptoathanol 1 Star ^ RUcVcstand 

A^oniamacetat ^^J^ 0)06 Ge w,-Teile reines . 

Rf5 « o,37, z«_/d - ; 

BasiEsaurelbaung). ^ ^ 0f96(l) . 

^iooaaureanalys.. Hi- 0,96|1) * ^ ; 0j98(O 
GX u 1.00(0; 1.00V ^' llafflm erzahlen sxnd d,« 

fcerechneten Vlerte. 

Beis£ie^_i ' T . v ^_ G i Y -Leu-ArE- 

Herstellang von H _ 

^mSO^U -^^ZZa 

+ Q iipri Acetoni »rxi + r.ie Lbsung 

In 30 Raamteilen AC Pv . r olidin gelost. ^ ^ 

p ro -0SU and 2,3 Rau«tex-.e y- x vird a *aeswxl- 

; ir d U.er Nacnt gerUhrt tat e.tranier,. 

Xier, and der RUcfcstand »x. - ^ ^ vas3er f r e,e ra 
wi^d rit Viasser gewa^cner ^__ + a1: wird ab- 

Natriumsulfa', cenj ,^^ a Ue .veroe.- aa~ 

. Die erbaltenen i^-—-" ^ RaUE ,_ 

destill-er,. Die ^ Ausoeu- ► 
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C H N 

Gefunden: ' ' 

b ). Herstellung von IBOC-Arg (NO ? )-Pro-Pyrrolidin 

in 30 Raurnteilen Trif luoressigsaure .erden 6,96 Gew. -Telle 
IBOC-Pro^Pyrrolidin gelost. Die Lbsung wird 30 Minuten bex 
Raumtemberatur stehen gelassen. Zur Lbsung wxrd trockener 
Uher gegeben. Das erhaltene 01 wird durch Dekantxeren 
isoliert and in einem Exsiccator, der Uatriumhydroxyd 
enthalt, getrocknet. Getrennt hiervon werden 7,98 Gew„- 
Teile IBOC-Arg (NOp) -OH in 40 Raurnteilen Acetonxtrxl ge- 
lost. Wabrend die Lbsung bei 0°C gehalten wird, -rden ■ . 
4 0 Gew. -Telle' Dinitrophenol und 4,6 Gew. -Telle DCC zuge- 
setzt, vorauf 2 Stunden gerubrt wird. Der als NeDenpro- 
dukt gebiidete Harnstoff wird abfiltriert and das in der 
oben beschriebenen Weise erhaltene 01 dem Filtrat zuge- 
setzt. Das Gemisch wird auf 0°C gektthlt, vorauf 2,5 Raum- 
teil- N-Athylmorptvolin zugetropft vrerden. Das Gemxscb 
v,ird uber Nacht bei R a umtemperat ur geriihrt. Das Acetonx- , 
tril wird abdestilliert und der Ruckstand an 100 Gew.- , 
Teilen Kieselgel adsorbiert und mit ^igetn wassngem 
Methanol desorbiert. Nach dieser Reinigung wird das 
Lbsungsmittel abdestilliert , wobei 6,0 Gew. -Telle eines 
Pulvers erhalten werden. Ausbeute 54,5/- Schmelzpunkt 

190° bis 193°C (Zera.)i l-J^= "59.7° < C = 1 ' Methanol) 

C H N 

Elementaranalyse : _ - — 

Gefunden: J ' ' 

o) H erstellung von IBOC-Leu-Arg (N0 ? )-Pro-Pyrrolidln 

in 30 Raurnteilen T r if luoress igsaure werden 5,49 Gew. -Telle 

TB0C-Arg(N0 ? )-Pro-Pyrrolidin gelbst. Die Lbsung wxrd 

-0 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Dann wxrd 

trockener Ather zugesetzt. Die gebildete Fallung wird 

abf^t-iert und gut getrocknet, wobei ein Pulver erhalten 

wird. Getrennt hiervon werden 3,95 Gew. -Telle IBOC-Leu-OH 

3 0 9 8^5/1153 
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in 20 Raumteilen Dioxan gelbst. Wahrend die Lbsung bei 
0°C gehalten wird, werden 1,52 Gew. -Telle N-Hydroxy- 
succinimid und 2,7 Gew. -Telle DCC zugesetzt, worauf das 
Gemisch 2 Stunden geriibrt wird. Der als Nebenprodukt ab- 
geschiedene Harnstoff wird abfiltriert. Zum Filtrat wird 
das in der oben beschriebenen Weise erhaltene Pulver ge- 
geben, worauf 10 Raumteile Tetrahydrof uran zugesetzt 
werden. Das Gemisch wird auf 0°C gekuhlt, worauf 1,4 Raum- 
teile Triathylamin zugetropft werden. Das Gemisch wird 
uber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt, das Lbsungsmittel 
abdestilliert und der Ruckstand mit Athylacetat extrahiert. 
Der Extrakt wird mit einer 5/oigen wassrigen Natriumhydro- 
gencarbonatlosung und einer lO^igen wassrigen Citro^en- 
saurelbsung gewaschen. Er wird dann mit Wasser gewaschen 
und liber wasserfreiem Natriumsulf at dehydratisiert . Das 
Athylacetat wird abdestilliert und der Ruckstand. mit Erd- 
olbenzin gewaschen. Der Ruckstand wird dann aus Athyl- 
acetat-Erdblbenzin erneut ausgefallt. Ausbeute 5,8 Gew.- . 
Telle; Schmelzpunkt 185° bis 186°C (Zers.); j 
f^J 7 ^ = -53,6° (c=0,98, Methanol). j 

Elementaranalyse : 9. 5 — j 

Berechnet fur C, ? H 5 ,0 7 N 8 .H 0: 56,45 8,29 16,46 

Gefunden: , ' -56.97 8,17 15,25 

! 

d) In 50 "Raumteilen Methanol werden 0,22 Gew. -Telle 
IBOC-Leu-Arg(N0 2 )-Pro-Pyrrolidin gelbst. Die Lbsung wird ^ 
8 Stunden der Hydrlerung in Gegenwart von Palladium- 
schwarz unterworfen. Das Methanol wird abdestilliert und 
der Ruckstand mit Ather behandelt. Das erhaltene Pulver 
wird in einem Gemisch von 5 Raumteilen Trif luoressigsaure 
und 1 Raumteil 2H HCl-Essigsaure gelbst. Die Lbsung wird 
40 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Die Tri- 
fluoressigsaure wird abdestilliert, worauf trockener 
Ather zugesetzt wird. Die gebildete Fallung wird abfil- 
triert und gut getrocknet. Dieses Pulver (0,153 Gew.-T e ile 
wird in 3 Raumteilen DMF zusammen mit 0,24 Gew.-Teilen 
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H-(Pyr)Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-OH-hydrochlorid gelbst. 
Zur Losung werden 0,0742 Gew.-T e ile DCC, 0,0644 Gew.-T e ile 
HONBI und 0,084 Raumteile N-Athylmorpholin gegeben. Das 
Gemisch wird 5 Stunden bei 0°C und dann uber Nacht bei 
Raumtemperatur geriihrt. Der als Nebenprodukt gebildete 
Harnstoff wird abfiltriert. Zum Filtrat wird Athylacetat 
gegeben. Die Fallung wird filtriert und in einer Menge 
von 0,26 Gew.-Teilen gewonnen. Eine Menge von 0,2 Gew.- 
Teilen dieses Produkts wird an einer Saule von "Amberlite 
XAD-2" adsorbiert und in einem Elutionssystera mit linea- 
rera Gradienten von 5#igem wassrigera Athanol (180 Raum- 
teile) bis zu 50^igem wassrigem Atbanol eluiert. Die ' 
Fraktionen, die scharf abgegrenzte _ Zonen bei der Dunn- 
schicbtcbromatographie (Kieselgel) bilden, werden aufge- : 
fangen und gef riergetrockne t . Die Ausbeute betragt j 
0,02 Gew.-Teile. = - 9 1,0° (c=0,5, 5$ Essigsaure); ! 

Papierchromatographie: Rf=0,72 ( n-Butanol-Pyridin-Essig- \ 
saure-Wasser = 30:20:6:24). | 
Aminsaureanalyse: His 1,09(1); Arg 0,96(1); Ser 0,82(1 ); ! 
Glu 1,00(1); Pro 0 ! ,96(1); Gly 1 , 00( 1 ) ; Leu 1 , 00 ( 1 ) ; 
Tyr 0,96(1 ). 

Beispiel 5 

Herstellung von H-(Pyr )Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-NLe-Arg- 
Pro-NH-CH 0 CH£ 



a)^ Herstellung von Z-NLe-Arg (N0 2 )-Pro-NH-CH 2 CH 5 



In 4 Raumteilen 25^ Bromwasserstoff -Essigsaure werden 
0,4775 Gew.-Teile Z-Arg (N0 2 )-Pro-NH-CH 2 CH 3 gelbst. Die 
Losung wird 30 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen 
Dann werden 50 Raumteile trockener Ather zum Reaktions- 
gemiscb gegeben, Die abgeachiedene Fallung wird abfil- 
triert, mit Ather gut gewascben und uber Natriumhydroxyd 
unter vermindertera Druck getrocknet. Getrennt hiervon 
werden 0,2653 Gew.-Teile Z-NLe-OH in. einem Gemisch von 
2 Raumteilen Athylacetat und 12 Raumteilen Dioxan gelbst. 
Wahrend die Lbsung bei 0°C gehalten wird, werden 0^197 
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Gew. -Telle HONBI und 0,226 Gew. -Telle DCC zugesetzt. Das 
Gemisch wird 3 Stunden geruhrt. Der als Nebenprodukt ge- 
bildete Harnstoff wird abfiltriert und das Filtrat zu 
einer Losung der in der oben beschriebenen Weise erhal- 
tenen Fallung in 1 Raumteil DMF gegeben, worauf 0,28 
Raumteile Triathylamin zugebropft werden. Das Gemisch v/ird 
iiber Nacht geruhrt, das Losungsmittel abdestilliert und 
der Riickstand mit 100 Raumteilen Chloroform extrahiert. 
Der Extrakt wird mit 5#iger wassriger Natriumbydrogen- 
carbonatlbsung, Wasser, 0,5N Salzsaure und Wasser ge- 
waachen und dann iiber wasserfreiem Magnesiums ulf at de- 
hydratisiert. Das Chloroform wird abdestilliert und d er 
Ruckstand mit Ather bebandelt und aus Athanol-Ather er- 
neut ausgefallt. Die Ausbeute betragt 0, 4^Gew. -Telle . 
Schmelzpunkt 109° bis 1 1 1 °C (Zers.); Z^_7 D = -50,4 
c=0,5, Athanol. 

Elementaranalyse : .£ 2. — 

Berechnet fur C^H^Nq. 0, 5H 2 0: 54,07 7,22 18,63 
Gefunden: " 53,79 7,09 18,24 

In 2 Raumteilen /5/* Bromwasserstof f-Essigsaure werden 
0,155 Gew. -Telle Z-NLe-Arg (N0 2 )-Pro-NH-CH 2 CH 3 gelbst. Die 
Losung wird 30 Minuten bei Raumtemperat ur stehen gelassen 
Dann werden 50' Raumteile trockener Ather zum Reaktions- 
gemisch gegeben. Die abgeschiedene Fallung wird abfil- 
triert, mit Ather gut gewaschen und iiber Natriumhydroxyd 
unter vermindertem Druck getrocknet. 

Die Fallung wird in 2 Raumteilen DMF gelost. V/ahrend die 
Losung bei 0°C gehalten wird, werden 0,19 Gew 0 -Teile 
H-(Pyr)-Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-OH-hydrochlorid , 0, 09 
Gew. -Telle HONBI, 0,103 Gew.-Teile DCC und 0,1 Raumteil 
N-Athylmorpbolin in dieser Reihenfolge zugegeben. Das Ge- 
misch wird 5 Stunden bei 0°C und 10 Stunden bei Raum- 
temperatur geruhrt. Der als Nebenprodukt acnescbiedene 
Harnstoff wird abfiltriert und das DMF unter verminderte: 
Druck abdestilliert. Der Ruckstand wird in 4 Raumteilen 
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MH... wassrige* Athanol susa^an mit 0.2 .*•«•-*•»«" . 
Harnstofr geXbst. Die L6sung v,ird an einer bauXe von 

GXu H iS -Trp-Ser-Tyr-GXy- N Le-Ar g (N0 2 )-Pro- R H-CH 2 CH 3 erhaX- 
Glu-Hxs irp ° _ ■» -Teilen dieses Pro- 

ten warden. Eine Meage von 0,060 Gew. Texl _ 
dukts vird in 4 Raumteilen Fluorwasserstof f be! 50 C in 
O^enwlrt von 0,05 Raa-t.il.n Anisol and 0,02 -Rau-texlen ; 
2 - M ercaptoathanoi gales.. D " ^ 8U "* vermi ndertem 
0°C geriihrt. Der FXuorwasserstof f wxrd unter 
Luct a M e 3 UUier« und der RUdcstand in em.. ; 
Wroxyd enthaXtenden Exsiccator getrodenet. Der Ruck- , 
stand wird in 20 Rau,»teiXen Vasser geXBst und dia Losung 
A^ariita 00-400 (Acetate,.) geXeitet ^ 
wira gefriergetrocknet und auf aina Saula von Cartoxy 
lethylcellulose aufgegeben. Er wird in aina. EXutions- 

~.t» Graaienten von °' oo5ii A T f nlu k r 0 : 

M. 0.2N A^oniumacatat desoraiert. Dia Haup 
wird gafriergetrocknet, wobei 0,035 Oew.-Teile des ge- 
^f.o an Products arnaXtan warden. Biases Produk «rd 
auf aine SauXe von "Sapnadex H-20- aufgegeben und 0 xt . 
aux exue hnmoeene Fraktion wxrd 

0.1N Essigsaure desorbxert. Dxe bomogene 

g friersetroclcnet, vobei 0,028 Gev.-Texle rexnes H-(Pyr) 
G.lu-His-Trp-Ser-T y r-Gly-NLe-Ar g -Pro- N H-OH 2 OH 3 erhalten 

werden. . 

/- 7 25_ _ 52 2 ° (c=0,5, 5^ige Essigsaure) 

Za_/ D - V » 1,02(1); Trp 1,00(1); 

Aminosaureanalyse: Hxs 1,00(1), Arg i, v 

Ser 0,91(D; Glu 1,00(1); Pro 1.05(1); Gly 0,98(1), 
Tyr 1,00(1); NLe 1,02(1). 
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Beispiel 6 

Herstellung von H -(Pyr)Glu-His-_rp-Ser-Phe-Gly-Leu-Ar£-- 

Pro-NH-CH 2 CH 5 

a) Herstell-ung von Z-Ser-Ph e-Gly-OEt 

2,5 Gew. -Telle Z-Phe-Gly-OEt werden in 50 Raumteilen 
Methanol gelbst. Die. Lbaung wird 4 Stunden der katalyti- 
schen Reduktion mit 5^iger Palladiumkohle unterworfen. 
Der Katalysator wird abfiltriert und das Lbsungsmittel 
abdestilliert. Der Rucks tand wird in 20 Raumteilen Dime- 
thylformamid gelbst. Zuv Lbsung werden 2,6 Gew. -Telle 
Z-Ser-ODNP gegeben. Das Gemisch wird 8 Stunden geruhrt. 
Das Lbsungsmittel wird abdestilliert und der Ruck'stand 
i.n Xtbylacetat gelbst. Das Lbsungsmittel wird mit 5^i_er 
wassriger Natriumhydrogencarbonatlbsung , 1N Salzsaure 
und Wasser gewaschen und dann uber Magnes iumsulf at ge- 
trocknet. Das Lbsungsmittel wird abdestilliert und der 
feste Riickstand aus Atnylacetat-Erdblbenzin kristalli- 
siert. Die Ausbeute betragt 1,75 Gew. -Teile^^, 2/0 . 
Schmelzpunkt 128° bis 129°C. JJJ^ = -26,6° (c=0,6, 
Atbanol). 



Elementaranalyse : 



C H N 



Berechnet fur C 24 H 2g 0 7 N 3 : 61,13 6,20 8,91 



Gef unden: 



60,47 6,00 8,88 



b)' Herstellung von Z-Se r-Pbe-Gly-NHNH 2 

1,65 Gew. -Telle Z-Ser-Phe-Gly-OEt werden in 20 Raumteilen 
Methanol gelbst. Zur Lbsung werden 0,71 Raurateile Hydra- 
zinhydrat gegeben. Das Gemisch wird 8 Stunden stehen ge- 
lassen. Die gebildeten Kristalle werden abfiltriert und 
mit Methanol-Ather (1:1) gewaschen. Die Ausbeute^betragt 
1,6 Gew. -Telle (100/0 . Schmelzpunkt 191° bis 193°C. 
la_7l 2 = -23,0° (c=2, DMP). 

Elementaranalyse : £ — — 

Berechnet fur C 22 H 27 N 5 0 6 : N 57,76 5,95 15,51 

Gefunden: 57,32 6,21 15,53 
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c) Herstellung von Z-Ser-Phe-Gly-Leu-Arg (N0 2 )-Pro-NH- 



0,8 Gew." -Telle Z-Ser-Phe-Gly-NHNH 2 werden in 10 Raumteilen 
DMF gelbat. Die Lbsung wird gekiihlt. Dann werden 3,5 
Rauroteile 2N Salzsaure zugesetzt. Wahrend bei -6°C ge- 
riihrt wird, wird eine wassrige 2N Natriumnitritlbsung . 
zugesetzt. Das Genii sch wird 10 Minuten der Reaktion iiber- 
lassenl Die Fallung. wird durch Zugabe von 10 Raumteilen 
DMF gelbst. Zum Reaktionsgemisch wird eine gesattigte 
wassrige Natriurachloridlbs ung gegeben, worauf mit Athyl- 
acetat extrahiert wird. Der Extrakt wird mit der Wasch- 
fliissigkeit zusammengegossen. Die Lbsung wird mit 5^iger 
wassriger Natriumhydrogencarbonatlbsung und. gesattigter 
wassriger Natriumchloridlbsung gewaschen. Die Athylacetat- 
schicht (80 Raumteile) wird tiber Natriumsulf at getrocknet 
und dann zu 20 Raumteilen einer Lbsung von 1,04 Gew.- 
T e ilen H-Leu-Arg (N0 2 )-Pro-NH-CH 2 CH 3 in DMF gegeben. Das 
Athylacetat wird in ein Eisbad abdes tilliert . Die er- 
haltene homogene Lbsung wird 2 Tage bei 3°C geriihrt. Das 
Lbsungsmittel wird abdes tilliert und der Ruckstand durch 
Chromatographic an Kieselge.l gereinigt. Das Chromato- 
gramm wird mit einem Lbsungsmittelsystem aus Athylacetat- 
Pyridin-Essigsaure-Wasser (60:20:6:10) entwickelt. Die 
aktiven Fraktionen werden zusammengegossen und zur Ent- 
fernung der Lbsungsmittel destilliert. Zum Ruckstand wird 
Wasser gegeben. Der gebildete Feststoff wird abfiltriert. 
Die Ausbeute betragt 0,87 Gew.-T e ile (61,2#). Schmelz- 
punkt 108°C. la_?l 2 = -59,1° ( c=0, 7 , Athanol ) . 

Elementaranalyse : £ H.N 

Berechnet fur C^H^O., |N 1 1 .H 2 0: 54,72 6,83 17,12 

Gefunden: 54,95 6,84 16,74 
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d) 0 836 Gew. -Telle Z-Ser-Phe-Gly-Leu-Arg (N0 2 )-Pro-NH- 

CH CH werden in Methanol gelbst. Zur Lbsung wxrd 
^ RpuStoll 1N Salzsaure gegeben. Me Lbsung wird der 
katalytischen .Reduction mit Palladiumschwarz unterworfen. 
Der Katalysator wird abfiltriert und das Lbsungsmxttel 
abdestilliert. Der Ruckstand wird in 10 Raumteilen DMF 
gelbst. in der Lbsung werden 0,83 Gew. -Telle H-(Pyr)-Glu- 
His-Trp-OH and 0,36 Gew. -Telle HONBI gelbst. Das Genusch 
Wird auf '-5°0 gekuhlt, worauf 0,412 Gew. -Telle DCC zuge- 
setzt werden. Das Gemisch wird 2 Tage der Reaktion uber- 
lassen, worauf die Fallung abfiltriert und das DMF ab- 
destilliert wird. Der Ruckstand wird durch Chromatography 
a U einer Saule von Amberlite XAD-2. in einem Elutioassystem 
mit linearem Gradienten von 5/oigem wassrigem Athanol, bis 
80?Sigem wassrigem Athanol gereinigt. Die aktiven Frak- 
tionen werden zusammengegossen und zur Entfernung des 
Athanols destilliert. Die als Ruckstand verbleibende 
W assrige Lbsung wird gef riergetrocknet . Das erhaltene 
Pulver wird durch Ionenaus tauschchromatographie an Carb- 
oxymethylcellulose in einem Elutionssystera mit linearem 
Gradienten von 0.005N bis 0,1N wassrigem Ammoniumacetat 
welter gereinigt. Die aktive Fraktion wird gef riergetrock- 
net, wcbei ein rein weiBes Pulver erhalten wird. Dxe Aus- 
beute betragt 0,424 Gew . -Telle ./a_7 D = -55 (c-0,5, 
5</o Essigsaure). 

Aminosaureanalyse: His 1,02(1); Arg 1,01(1); TrpO,9l(D; 
Ser 0,90(1); Glu 1,00(1); Pro 1,00(1); Gly 0,98(1); 
Leu 1,00(1); Phe 1,00(1); Atbylamin 1,06(1). 

Um die Ausbeute an Trp zu ermitteln, werden alle Amino- 
saureanalysen durch Saurehydrolyse mit 5,7* HC1 in Gegen- 
wart von Tbioglykolsaure durchgef uhrt . 
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Beispiel 7 

Herstellung von H-(Pyr )Glu-His-Trp-Ser-Phe-Gly-ILe-Arg- 
Pro-NHC 2 H 5 

a) Herstellung von H-(Pyr )Glu-His-Trp-Ser-Phe-Gly- 
OtBu - 

1,57 Gew.-Teile H-Gly-OtBu und 4,0 Gew 0 -Teile Z-Phe-OSU 
werden in 20 Raumteilen Athylacetat gelost. Das Gemisch 
wird uber Nacht bei. Raumtemperatur gerilhrt. Das Re^ktions : 
gemisch wird mit 5^iger wassriger Natriumhydrogencarbo- 
natlosung, 1N Salzsaure und Wasser gewaschen, uber 
Magnesiurasulf at dehydrat isiert und unter vermindertem 
Druck eingeengt. Zum Ruckstand wird Petrolather gjegeben. 
Die Fallung wird abfiltriert, wobei 3,5 Gew,-T e ile 
(85^) Z-Phe-Gly-OtBu void Scbmelzpunkt 78 bis 79°C er- 
halten werden. /a_7^ 5 = -16,7° (c=1,0, Athanol). 

El e men tar analyse : C H N 

Berechnet fur C 25 H 28 0 5 N 2 : 66,97 6,87 6,79 

Gefunden: 67,14 6,64 6,88 

7,0 Gewo-Teile Z-Phe-Gly-OtBu werden in 50 Raumteilen 
Methanol gelost. Die Losung wird unter Verwendung von 
Palladiumscbwarz als Katalysator 5 Stunden reduziert* 
Das Reaktionsgeraiscb wird filtriert und das Filtrat durch 
Abdarapfen des Lbs ungsmit t els eingeengt, Der Riickstand 
wird in 10 Raumteilen Acetonitril gelbst. Zur Losung wer- 
den 1,62 Gew,-Teile Z-Ser-ODNP gegeben. Das erhaltene 
Gemisch wird 1 Tag bei Raumtemperatur gerilhrt, worauf 
das Acetonitril abgedampft wird, Der Ruckstand wird in' 
Athylacetat gelosto Die Losung wird mit 10^bigem wassrigem 
Ammoniak, 1N Salzsaure und Wasser gewaschen, liber wasser- 
freiem Magnes i urns ulf at dehydrat isiert und durch Abdampfen 
des Losungsmittels eingeengto Der Ruckstand wird in 
Petrolather aufgenommen und aus Athylacetat-Petrolather 
umkristallisiert , wobei 1,41 Gew.-Teile (70?6) Z-Ser-Pbe- 
Gly-OtEu vom Scbmelzpunkt 105° bis 106°C erbalten werden. 
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JjxJ^ = -26,6° (c=0,74, Athanol). 
Elementaranalyse : C 
Berechnet- filr C 26 H 33°7 N 3 S 62,50 
Gef unden: -62,91 

1,34 Gew.-Teile Z-Ser-Phe-Gly-OtBu werden in 50 Raum- 
teilen Methanol gelost. Die Losung wird 5 Stunden der 
katalytischen Reduktion unter Verv/endung von Palladium- 
schwarz als Katalysator unterworfen. Das Gemisch wird 
filtriert und das Filtrat eingeengt. Der Rucks tand sowie 
1,27 Gewc-Teile H-(Pyr )Glu-His-Trp-0H und 0, 83. Gew. -Teile~ 
HONBI werden in 20 Raumteilen DMF gelost. Die Losung wird 
mit Eis gekuhlt. Nach Zugabe von 0,95 Gew.-Teilen DCC 
wird das Gemisch uber Nacht der Reaktion ' uberlasseh . Die 
Fallung wird abfiltriert und das Filtrat eingeengt.* Nach 
Zugabe von Acetonitril zum Riickstand wird das Gemisch 
erhitzt. Das abgeschiedene Pulver wird vom Gemisch ab- 
filtriert und aus 50^igem wassrigem Athanol erneut aus- 
gefallt, wobei 1,8 Gew.-Teile (87^) H-( Pyr ) Glu-His-Trp- 
Ser-Phe-Gly-OtBu erhalten werden. /a_7p 5 = -20,6° 
(c=1,0, DMF). 

Elementaranalyse : C H N 

Berechnet fur C^QH^gOgNg. 2H 2 0: 58,59 6,52 15,38 

Gefunden: - 59,02 6,62 15,23 

b) Herstellung von Z-ILe-Arg (N0 2 )-Pro-NHC 2 H 5 

1,43 Gew.-Teile Z-Arg ( N0 2 )-Pro-NHC 2 H 5 werden in 10 Raum- 
teilen 257* HBr-Essigsaure gelost * Das Gemisch wird 
40 Minuten bei Raumt emperat ur stehen gelassen 0 Dann wer- 
den 80 Raumteile trock^ner Ather zugesetzt. Die gebildete 
Fallung wird abfiltriert und getrocknet, wobei ein Pulver 
erhalten wird. 

0,795 Gew.-Teile Z-ILe-OH werden in 10 Raumteilen Dioxan 
gelost. Die Losung wird auf 0°C gekiihlt. Nach Zugabe von 
0,59 Gew.-Teilen HONBI und' 0,68 Gew.-Teilen DCC zur 
Losung wird das Gemisch 2 Stunden goriihrt. Das Gemisch 
wird zur Entfernung der Fallung filtriert. Zum Filtrat 
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H N 
6,66 8,4-1 
6,38 8,12 
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wird das in der oben beschriebenen Wei'se hergestellte 
Pulver gegeben. Nach Zusatz von 0,84 Raumteilen Triathyl- 
amin wird das Gemisch 12 Stunden bei Rauratemperatur ge- 
riihrt. Das als Lbsungsmit tel verwendete Dioxan wird abge- 
dampft. Der Ruckstand wird in 100 Raumteilen Chloroform 
gelbst und die Lbsung mit 0,1N Salzsaure, 5^iger wass- 
riger Natriumhydrogencarbonatlbs ung und V/asser gewaschen, 
uber wasserfreiem Magnesiumsulf at getrocknet und durch 
Abdampfen des Chloroforms eingeengt* Der Ruckstand wird 
mit Ather verrieben, wobei eine Fallung gebildet wird, 
die aus Athanol-Ather erneut ausgefallt wird, wobei 
1,1 Gew.-Teile Z-ILe-Arg(N0 2 )-Pro-NHC 2 H 5 vom Schmelzpunkt 
103° bis 105°C (Zers.) erhalten werden. /o_7| 5 = -58,1° 
(c = 1 , Methanol ) . 

Elementaranalyse ; C H N 

Berechnet fur C^H^O^goO, 5H 2 0: 54,08 7,23 18,68 
Gefunden: 53,80 7,15 18,84 

c) 0,177 Gew.-Teile Z-ILe-Arg(N0 2 )-Pro-NHC 2 H 5 werden in 

3 Raumteilen 255^ HBr-Essigsaure gelbst* Die Lbsung wird 
30 Minuten bei Rauratemperatur stehen gelassen und dann 
mit 50 Raumteilen trockenem Ather versetzt. Die Fallung 
wird abfiltriert, mit Ather gut gewaschen und getrocknet, 
wobei eine Aminkomponent e erhalten wird. 

0,221 Gew.-Teile H-(Pyr )-Glu-His-Trp-Ser-Phe-Gly-OtBu 
werden in 5 Raumteilen Trif luoressigsaure gelost. Die 
Lbsung wird 40 Minuten bei Rauratemperatur stehen gelassen 
und dann mit 0,05 Raumteilen 5 , 7N Salzsaure und anschlies- 
send mit 50 Raumteilen Ather versetzt. Die Fallung wird 
abfiltriert, getrocknet und in 3 Raumteilen DMF gelost. 
Die Lbsung wird auf 0°C gekuhlt und dann mit der in der 
oben beschriebenen Weise herges tellten Aminkompone nte , 
0,097 Gewo-Teilen HONBI, 0,111 Gew.-Teilen DCC und 0,126 
Raumteilen Triathylamin versetzt. Das erhaltene Gemisch 
wird 5 Stunden bei 0°C und dann 10 Stunden bei Raumtempe- 
ratur geriihrt. Das Gemisch wird zur Entfernung des hierbei 
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gebildeten Dicyclotaexylharns tof f s filtriert. Das Filtrat 
wird unter vermindertem Druck eingeengt. Der Ruckstand 
wird in 10 Raumteilen 10>igem wassrigem Athanol gelost. 
Die Losung wird oben auf eine Saule von Araberlite XAD-2 
aufgegeben. Die Desorbtion wird in einem Elutionssystera 
mit linearem Gradienten von 10?6igem bis 80?£igem wassrigem 
Athanol durchgefuhrt . Die das Produkt enthaltenden Prak- 
tionen werden aufgefangen, durch Abdampfen des als Losungs- 
mittel verwendeten Athanols eingeengt und gef riergetrock- 
net, wobei 0,085 Gew.-Teile H- ( Pyr ) Gl u-His — Tr p— S er— Ph e- 
Gly-ILe-Arg(N0 2 )-Pro.NHC 2 H^ erbalten werden. • 

0,07 Gew.-Teile des Produkts werden in einem Gemisch von 
0,02 Raumteilen Anisol, 0,02 Raumteilen 2-Mercaptoatha- 
nol und 4 Raumteilen wasserfreiem Fluorwasserstoff gelost* 
Die Losung wird 1 Stunde bei 0°C geriibrt, worauf der 
Fluorwasserstoff unter vermindertem Druck abgedampft wird. 
Der Ruckstand wird im Exsiccator getrocknet, in 50 Raum- 
teilen V/asser gelbst und durch eine Saule von Amberlite 
IRA-400 (Acetatform) geleitet„ Die von der Saule ablau- 
fende Losung wird gef riergetrocknet , wobei 0,075 Gew.- 
Teile rohes Produkt erbalten werden. Dieses Produkt wird 
an einer Saule von Carboxymethylcellulose adsorbiert und 
in einem Elutionssys tern mit linearen, Gradienten von 
0,005N Ammoniumace tat bis 0,2N Ammoniumace tat desorbiert. 
Die das gewiinschte Produkt enthaltenden Fraktionen werden 
gef riergetrocknet . Das hierbei erhaltene Produkt wird in 
wassriger 0, 1 N-Essigsaurelosung gelost. Die Losung wird 
durch eine Saule von Sephadex LH-20 geleiteto Die von der 
Saule ablaufende Losung wird gef riergetrocknet , wobei 
0,043 Gew.-Teile reines Produkt erhalten werden. Rf 3 =0,41 
/a J7^ 3 = -59,4° (c=0,5, 5# Essigsaure). 

Aminosaureanalyse : His 1,1(1); Arg 1,1(1); Trp 0,87(1); 
Athylamin 1,0(1); Ser 0,81(1);G1u 1,03(1); Pro 1,0(1); 
Gly 1,0(1); ILe 1,06(1); Phe 0,97(1). Die Klanmerzahlen 
sind die theoret ischen Werte. 



309845/1153 



- 35 - 

2321 1 7 A 

Beispiel 8 

Herstellung von H-(Pyr)Glu-His-!Trp-Ser-Tyr-Gly-Met-Arg- 
Pro-NHC 2 H 5 

a) Herstellung von BOC-Met-Arg-Pro-NHC H 
— — ; — . . . 2 5 

1,91 Gew.-Teile Z-Arg (N0 2 )-Pro-NHC 2 H 5 werden in 10 Raum- 
teilen 25# HBr-Essigsaure gelost. Die Losung wird 30 Mi- 
nuten stehen gelassen und dann mit trockenem Ather ver- 
setzt. Die Fallung wird abf iltriert , " mit Ather gut ge- 
waschen und getrocknet, wobei eine Aminkomponente erbal- 
ten wird 

1,75 Gew.-Teile BOC— Met— OH.DCHA werden in TOO Raumteilen 
Ather gelost. Die Losung: wird zweimal mit 50 Raumteilen 
einer wassrigen 0, 2N Scbwefelsaurelbsung gewaschen und 
iiber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Der Ather 
wird abgedampft und der Ruckstand in 20 Raumteilen Dioxan 
gelost. .Die Losung wird auf 0°C gekuhlt und mit 0,905 
Gew.-Teilen DCC und 0,79 Gew.-Teilen HONBI versetzt. Das 
Gemisch wird 2 Stunden geruhrt. Der gebildete Dicyclo- 
hexylharnstoff wird abfiltriert und das Filtrat eingeengt 
Zum Ruckstand werden 5 Raumteile DMF und die gesamte 
Menge der in der oben beschriebenen Weise hergestellten 
Aminkomponente gegeben. Die erhaltene Losung wird gekuhlt 
und dann mit 1,12 Raumteilen Triathylamin versetzt. Das 
Gemisch wird ,2 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt und 
das DMF abgedampft {t Der Ruckstand wird in 100 Raumteilen 
Chloroform gelost ,/0,1N Salzsaure, 5£iger wassriger 
Natriumhydrogencarbonatlbsung und Wasser gewaschen, iiber 
wasserfreiem Magnesiumsulf at getrocknet und durch Ab- 
dampfen des Chloroforms eingeenet. Durch Zu 0 abe von Ather 
zum Ruckstand wird ein Feststoff gebildet. Dieser Fest- 
stoff wird aus Atbylacetat-Ather erneut ausgefallt, wohPi 
,4 Gew.-Teile B0C-Met-Arg-Pro-NHC 2 H vom Schmelzpunkt 
01 bis 104°C (Zero.) erhalten werden. 1^ = -64 4° 
(c=1 ,0, Methanol). ' 
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Elementaranalyse : 

Berechnet fiir 

C 23 H 42°7 N 8 S * 0,5 H 2 0: 
Gefunden: 



C / H N S 

4-7,33 7,42 19,20 5,49 
47,67 7,23 18,94 5,48 



t ) H-(Pyr)Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Met-Arg-Pro-NHC 2 H 5 

0,275 Gew.-Teile BOC-Met-Arg (N0 2 )-Pro-NHC 2 H 5 werden in 
einem Gemisch von 0,1 Raumteilen 2-Mercaptoatbanol und 
5 Raumteilen Trif luoressigsaure gelost. Die Losung wird 
30 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen und dann 
mit 0,085 Raumteilen 5,7N Salzsaure versetzt. Das Gemis ch 
wird gekiihlt und mit 50 Raumteilen Ather versetzt. Die 
Fallung wird abfiltriert, mit Ather gewaschen, getrocknet, 
in DMF gelost und auf 0°C gekiihlt. Zur Losung werden; 
0,318 Gew.-Teile H-(Pyr )Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-OH-hydro- 
chlorid, 0, 107 Gew.-Teile H0NBI, 0,124 Gew.-Teile DCC 
und 0,17 Raumteile N-Atbylmorpbolin gegeben. Das Gemisch 
wird 12 Stunden geriihrt. Der ausgefallte Dicyclohexyl- 
harnstoff wird abfiltriert und das Filtrat unter vermin- : 
dertem Druck eingeengt. Der Ruckstand v/ird in 5 Raum- j 
teilen 5?6igem wassrigem Athanol gelost. Die Losung wird j 
auf eine Saule von Araberlite XAD-2 aufgegeben und in : 
einem Elutionssys tern mit linearem Gradienten von 5?6igem : 
bis 80?6igem wassrigem Athanol desorbiert. Die Hauptfrak- 
tionen werden gef rierge trocknet und getrocknet, wobei j 
0,1.35 Gew.-Teile H-(Pyr )Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Met-Arg- 
(N0 2 )-Pro-NHC 2 H 5 erbalten werden. 0,1 Gew.-Teile dieses 
Produkts werden in einem Gemiscb von 0,02 Raumteilen 
Anisol, 0,02 Raumteilen Athanol, 0,02 Raumteilen 2-Mer- 
captoathanol und 6 Raumteilen Fluorwassers t of f gelost. 
Die Losung wird 1 Stunde bei 0°C geriihrt. Der Fluorwasser- 
stoff wird unter vermindertem Druck abgedampft und d er 
RUckstand im Exsiccator getrocknet. Der. Ruckstand wird 
in 20 Raumteilen Wasser gelost und durch eine Saule von 
Amberlite CG-400 ( Ac e tat form) geleitet. Die aus der Saule 
ablaufende Losung wird gef riergetrockne t . Der RUckstand 
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wird in 20 Raumteilen Wasser gelbst. Zur Losung werden 
0,4 Raumteile Ttaioglykolsaure gegeberu Das Gemiscb wird 
10 Stunden bei. 60°C stehen gelassen. Das Reaktionsgemiscb 
wird mit 50 Raumteilen Wasser verdunnt, an einer Saule 
von Carboxymetbylcellulose adsorbiert und in einem Elu- 
tionssystem von 0,005N bis.0,2N Ammoniuraacetat desorbiert. 
Die Hauptfraktionen werden gef riergetrockne t ,- wobei 0,02 
Gew.-Teile des rohen gewiinschten Produkts erhalten werden. 
Das Produkt wird an einer Saule von Sephadex LH-20 adsor- 
biert und. mit 0,1N Essigsaure eluiert. Die eluierte Losung 
wird gefriergetrocknet , wobei das gereinigte Produkt er- 
halten wird. Dunnschicb tchromatographie : Rf = 0,31 (Kie- 
selgel; n-Butanol ;Essigsaure :Atbylace tat : Wasser = t *_ 
1:1:1:1). 

/a 7? 5 = -43,2° (c=25,5, 5$ Essigsaure). 
*- - U Arg 0,9(1 ) ; 

Aminosaureanalyse: His 0,9(1);/Trp 0,8(1); Ser 0,7(1), 
Glu 0,9(1); Pro 1,1(1); Gly 1,0(1); Met 0,9(1); Tyr 0,7 
(1); Athylamin 0,9.(1). Die Klammerzahlen sind die theo- 
retischen Werte* 

Versucb 

Die Nonapeptidamidderivate gemaB der Erfindung wurden 
Ratten im Diostrus subkutan- verabreicht und auf ibre 
ovulationsinduzierende Wirkung untersuchtc Die Ergebnisse 
sind in der folgenden Tabelle genannt. 
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Ovulatlonainduzierende Wirkung bei Ratten im Diostrus 

A 1 A 2 Y ' ED 50 (ng/lO0 g 

Korpergewich t ) 



Tyr 


Leu 


NH-CH^ 


165,0 


Tyr 


Leu 


NH-CH 2 -CH 5 


32 '° 


Tyr 


Leu 


NH-CH 2 -CH 2 -CH 3 


• .56,0 


Tyr 


Leu 


NH-CH 2 -CH 2 -OH 


170,0 


Tyr 


Leu 


NH-CH(CH 5 ) 2 


76,0 


Tyr 


Nle - . • 


NH-CH 2 -CH 3 


53,6 


Tyr 


Met . 


NH-CH 2 -CH 5 


35,0 


Phe 


Leu 


. . NH-CH 2 -CH 5 




Phe 


ILe 


NH-CH 2 -CH 5 , 


115,0 



Tyr Leu Gly-NH 2 215+12 ng 

Natiirliches Decapeptid. 
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* i 

" Pate ntans p.r ii c h e 

Nonapeptidamidderivate der allgemeinen Formel 

L-Pyroglutamyl-L-Histidyl-L-Tryptophyl-L-Seryl-A-j - 
Glycyl-A 2 -L-Arginyl-L-Prolin-Y 

in der A 1 -fur L-Tyrosyl oder L-Phenylalanyl, A 2 fur ' 
L-Leucyl, L-Isoleucyl, L-Norleucyi , L-Valyl, L-Norva- 
lyl, L-Methionyl oder L-Phenylalanyl und Y fur NHR 
steht, worin R ein gegehenenf alls mit einer Hydroxyl- 
gruppe substituierter geradkettiger oder verzweigter 
Alkylrest mit 1 bis 3 C-Atomen oder eine Pyrrolidino- 
gruppe ist, und pharmazeutisch unbedenkliche Salze 

dieser Nonapeptidamidderivate ♦ j . 

i 

2) Nonapeptidamidderivat nach Anspruch 1 mit der dort genannte 
Formel, in der A^ fur L-Tyrosyl, A 2 fur L-Leucyl und 

Y fur NHCH 2 CH 5 steht. j 

3) Nonapeptidamidderivat nach Anspruch 1 mit der dort i 
genannten Formel, in der A^ fur L-Tyrosyl, A 2 fiir ■ 
L-Leucyl und Y f ur . NHCH 2 CH 2 0H steht. 

4) Nonapeptidamidderivat' nach Anspruch 1 mit der dort 

genannten Formel, in der A^ fiir L-Tyrosyl, A 2 fiir ; ' 

L-Leucyl und Y fur NHCH^ steht. * ; 

i 

5) Nonapeptidamidderivat nach Anspruch 1 mit der dort ; 
genannten Formel, in der A^ fiir L-Phenylalanyl, A 2 fiir 
L-Isoleucyl und Y fur NHCH 2 GH^ steht. ; 

6) Nonapeptidamidderivat nach Anspruch 1 mit der dort 
genannten Formel, in der A^ fur L-Tyrosyl, A 2 fur \ 
L-Leucyl und Y fiir eine Pyrrolidinogruppe steht. . • 

7) Nonapeptidamidderivat nach Anspruch 1 mit der dort j 
genannten Formel, in der A^ fur L-Tyrosyl, A 2 fiir j 
L-Leucyl und Y fur N(CH,) P steht. i 
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8) Nonapeptidamidderivat nach Anspruch 1 rait der dort 
genannten Formel, in der A 1 fur L-Tyrosyl, A g fUr 
L-Leucyl und Y fur NHCH(CH 3 ) 2 'stehto 

9) Nonapeptidamidderivat nach Anspruch 1 mit der dort 
genannten Formel/ in der A 1 fur L-Tyrosyl, A 2 fur 
L-Norleucyl und Y fur NHCH 2 CH 5 stehto 

10) Nonapeptidamidderivat nach Anspruch 1 mit der dort 
. genannten Formel, in der Aj fur L-Tyrosyl, A 2 fur 
L-Methionyl und Y fur NHCH 2 CH 5 steht. 

.1 1 ). Nonapeptidamidderivat nach Anspruch 1 mit der. dort 
genannten Formel, in der A 1 fur L-Phenylalanyl, ✓ 
A 2 fur L-Leucyl und Y fur NHCf^CH^ steht. 

12) Verfahren zur Herstellung von Nonapept idamidderivaten 
nach den Anspruchen 1 bis 11, dadurch gekennzeichne t , 
da(3 man ,ein Reagens (A), namlich L-Pyroglutamins aure 
oder ein Peptidf ragment , das eine L-Pyroglutaminsaure 
einheit an seinem N-ends tandigen Teil enthalt und an- 
schlieflend daran aus der oben genannten Aminosaure- 
sequenz besteht, rait einera Reagens (B) , namlich einer 
Aminkomponente , die dem res tlichen Teil des 

oben genannten, als Produkt gewtinschten Nonapeptid- 

kondensiert , 

amidderivats entspricht ,/wobei die beiden Reagentien 
(A), und (B) wahlweise durch eine oder mehrere Schutz- 
gruppen gescbiitzt sein konnen, und die gegebenenf alls 
vorhande nen Schutzgruppen entf ernt . 



309845/1153 



